Conceptions et naissances 
des medicaments 


La conception des nouvelles 
entites therapeutiques 
fait aujourd’hui appel 
a des techniques elaborees. 

Elle comporte plusieurs etapes: 
selection puis validation 
des cibles therapeutiques, 
pour lesquelles I’apport 
de la genomique est considerable; 
ensuite, mise au point des tests 
de criblage ( screening ). 

Cette etape permet de detecter 
les molecules potentiellement 
actives, a optimiser avant 
de les tester chez I’homme sain, 
puis malade. 
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A ujourd’hui, environ un millier 
de nouveaux medicaments sont 
en developpement dans les 43 princi- 
pals firmes pharmaceutiques mon- 
diales. Ces efforts de recherche et de 
developpement ont un objectif, ame- 
liorer toujours l’etat de sante de 
Fhomme. Leur orientation est basee sur 
2 elements essentiels : les donnees epi- 
demiologiques de mortalite, et le sou- 
hait permanent d’ameliorer les traite- 
ments actifs existants. 

En 1998, F Organisation mondiale de 
la sante denombrait environ 54 millions 
de morts dans le monde. Trois 
domaines pathologiques represented 
a eux seuls 69 % des causes de deces : 
maladies cardiovasculaires, 31%; 
maladies infectieuses, 25 % ; cancers, 
13%. Viennent ensuite les accidents 
(11 %), les maladies respiratoires et 
digestives (9%), la maternite (5%). 
Ces donnees sont a prendre en compte 
dans le domaine de la recherche de 
nouveaux concepts therapeutiques. 

En parallele il faut ajouter la recherche 
permanente de F amelioration des the- 
rapeutiques existantes qui peut s’ex- 
primer de plusieurs fa£ons : rechercher 
une plus grande efficacite therapeu- 


tique, soit par la decouverte de mole- 
cules plus actives, soit par F amelio- 
ration du mode d’ administration visant 
a : faciliter 1 ’ adhesion au traitement ou 
visant a mieux cibler ; transformer un 
traitement symptomatique, en un trai- 
tement curatif (preventif ou non) ; ame- 
liorer la tolerance. 

Afin de pouvoir repondre a ces besoins 
de sante publique, Findustrie pharrna- 
ceutique a deploye dans la seconde 
moitie du xx e s. des moyens de 
recherche de plus en plus elabores. Les 
methodes ont considerablement evo- 
lue. Beaucoup de grands medicaments 
decouverts apres la 2 e Guerre mondiale 
ont vu le jour grace au criblage de 
molecules de synthese, in vivo, dans 
divers modeles animaux de maladies 
humaines. Cette strategic de recherche, 
tres lourde (consommatrice d’ animaux 
de laboratoire) et peu automatisable, 
ne permettait de tester que quelques 
dizaines de produits par semaine et ne 
renseignait generalement pas sur le 
mecanisme d’action des candidats 
medicaments selectionnes. II fallait 
alors quelquefois des annees de 
recherche pour trouver la cible 
moleculaire rendant compte des effets 
observes. 

Cette approche de la recherche est tou- 
jours en vigueur, notamment lorsque la 
cause de la maladie est un agent extrin- 
seque (microbe, virus, etc.), mais, de plus 
en plus souvent, les chercheurs s’effor- 
cent a depister la ou les anomalies phy- 
siologiques qui accompagnent les etats 
pathologiques observes chez Fhomme. 
La plupart du temps il est constate un 
defaut de production (hormones, 
enzymes), ou encore une inadequation 
de la reponse du ou des recepteurs aux 
stimulus. Ces dysfonctionnements peu- 
vent etre mis en evidence beaucoup plus 
facilement que par le passe, grace a de 
nouvelles techniques. 
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Ainsi la possibility de produire aise- 
ment, par recombinaison genetique, des 
cibles therapeutiques humaines 
(enzymes, recepteurs, etc.) a boule- 
verse la recherche pharmaceutique qui 
a systematise le criblage in vitro. La 
miniaturisation, 1’automatisation et 
l’informatisation des tests ont aussi 
grandementcontribue a cette mutation. 
On peut aujourd’hui cribler quelque 
100000 molecules parjouret parcible 
a des couts raisonnables. 

Si, dans cette demarche, le mecanisme 
d’action des molecules retenues a Tis- 
sue du criblage est fixe par le choix 
meme de la cible, il reste a montrer, 
notamment dans des modeles in vivo, 
qu’il conduit aux effets therapeutiques 
escomptes. 

L’originalite d’un nouveau medicament 
provient done surtout de Toriginalite 
et de la pertinence de la cible biochi- 
mique choisie en relation avec la mala- 
die visee. 

Ce choix, tres delicat, est la premiere 
phase du processus de recherche de 
nouveaux medicaments que nous 
allons developper. II releve de disci- 
plines diverses regroupees sous le 
terme de genomique fonctionnelle. 
Nous developpons ici essentiellement 
cette nouvelle approche de la 
recherche. 

Selection et validation 
de cibles therapeutiques 

Sur les 30 000 a 35 000 genes que com- 
porte le genome humain, 1 2 seulement 
500 rendent compte du mecanisme 
d’action des medicaments existants. Si 
on estime qu’environ 10% de tous les 
genes, soit environ 3 000, peuvent 
constituer des cibles therapeutiques 
interessantes, des perspectives s’offrent 
encore a la recherche therapeutique. 
Mais comment reconnaitre ces 3 000 
genes dans le genome ? Quelle est leur 
fonction ? Comment les hierarchiser en 
fonction de nos priorites ? 

Plusieurs approches complementaires 
sont utilisees pour tenter de repondre 
a ces questions. 

L’ etude des variations genetiques en 
relation avec les maladies est particu- 
lierement interessante. Si on considere 
les maladies polygeniques (hyperten- 
sion arterielle essentielle, par exemple), 
la mise en evidence de genes de sus- 


ceptibility, comportant des polymor- 
phismes touchant un seul nucleotide 
( single nucleotide polymorphisms ) 
dans leurs parties codantes ou regula- 
trices, peut inciter a choisir ces genes 
ou les proteines qui leur correspondent 
comme cibles therapeutiques. 3 - 4 
La selection des genes par homologie 
consiste a rechercher dans le genome des 
genes codant les proteines qui presen- 
tent une forte homologie avec d’autres 
deja exploitees comme cibles therapeu- 
tiques. On fait alors le pari que ces nou- 
velles proteines pourraient avoir des 
fonctions et dysfonctionnements com- 
parables a ceux de leurs apparentees. 
La determination de 1’ expression tis- 
sulaire des genes ou des proteines peut 
aussi aider a la selection de cibles. Si 
un gene ou une proteine n’est 
exprime(e) que dans un tissu (par 
exemple, la prostate) on peut soup- 
9 onner que sa deregulation entraine une 
affection propre a ce tissu (hypertro- 
phie benigne ou cancer). 

L' analyse de l’ expression differentielle 
des genes ou des proteines dans les 
tissus sains et les tissus malades est 
aussi un outil precieux. Une proteine 
(ou son acide ribonucleique messager, 
ARNm) particulierement surexprimee 
ou sous-exprimee dans un tissu malade 
en comparaison avec un tissu sain peut 
etre choisie comme cible meme si, a ce 
stade, on ignore si cette expression dif- 
ferente est cause ou consequence de 
la maladie affectant ce tissu chez T ani- 
mal ou Thomme. 

Les techniques mises en oeuvre dans 
ces 2 dernieres approches sont 
diverses: « puces » d’acide desoxy- 
ribonucleique (ADN) 5 et hybridation 
in situ pour la determination de T ex- 
pression tissulaire des genes ; gels bidi- 
mensionnels, spectrometrie de masse, 
immuno-histochimie et bientot les 
« puces » de proteines pour la deter- 
mination de Texpression tissulaire des 
proteines. 6 

La validation des cibles , e’est-a-dire 
la demonstration d’une relation causale 
avec une genese de la maladie, est evi- 
demment cruciale. Diverses techniques 
peuvent etre mises eu oeuvre, pour sur- 
exprimer ou, au contraire, neutraliser 
un gene d’interet dans des cellules ou 
chez Tanimal entier afin d’en mesurer 
les consequences physiopathologiques. 
Differentes methodes de transferts de 


genes (transgenese) permettent main- 
tenant de realiser, a la demande, des 
modeles animaux (essentiellement la 
souris). 7 

On peut surexprimer un gene de T ani- 
mal lui-meme ou un gene etranger 
(humain par exemple) qu’on lui a 
greffe. On peut aussi introduire une 
mutation particuliere dans un gene 
donne: e’est le knock-in qui permet, 
par exemple, de mimer une maladie 
humaine, d’en etudier les mecanismes 
pathologiques chez Tanimal et d’ela- 
borer des protocoles therapeutiques. 
Inversement, on peut interrompre le 
cadre de lecture d’un gene donne, afin 
d’ analyser le phenotype qui resulte de 
T absence de la proteine correspon- 
dante: e’est la deletion genique ou 
knock-out. 

Plusieurs equipes americaines envisa- 
ged de realiser tous les knock-out pos- 
sibles avec les quelque 30000 genes de 
la souris. 

Un nouveau systeme de recombinaison 
genetique (Cre/loxP) permet d'induire 
ou de reprimer un gene donne au 
moment et a l’endroit souhaites chez la 
souris. D’autres techniques permettent 
de neutraliser des ARNm (anti-sens) ou 
des proteines (anticorps, dominants 
negatifs) d’interet dans le meme but 
d’apprecier leur role physiopatholo- 
gique. 

Toutes ces approches de validation pre- 
liminaire peuvent consommer beau- 
coup de temps et d’ argent. En fait, elles 
ne represented que le debut d’un pro- 
cessus de validation qui ne s’achevera 
qu’a Tissue des essais cliniques chez 
Thomme. 

Mise au point des tests 
de criblage 

La cible etant choisie et validee (au 
moins partiellement) il reste a mettre 
au point un test miniaturisable et robo- 
tisable permettant de cribler rapidement 
des dizaines de milliers (MTS : medium 
throughput screening) ou des centaines 
de milliers (HTS: high throughput 
screening ; UHTS : ultra HTS) de mole- 
cules sur cette cible. 

Ces tests tres varies peuvent utiliser la 
cible purifiee (une enzyme par 
exemple), des preparations membra- 
naires ou des cellules entieres la conte- 
nant. Ils utilised generalement des 
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microplaques avec un nombre de puits 
permettant d’evaluer simultanement 
autant de produits. II y a peu d’annees, 
les microplaques comportaient 96 puits. 
Aujourd’hui, les plaques a 384 et 
1 536 puits deviennent routinieres, et 
des prototypes a 9216 puits existent 
deja. 

Parallelement les techniques de mesure 
utilisant la fluorescence se sont deve- 
loppees au detriment des reactifs radio- 
marques. 8 

Des robots (HTS et UHTS) ou des 
automates (MTS) gerent la distribution 
des plaques et des reactifs, et des sys- 
temes informatiques puissants assurent 
le stockage et l’analyse des donnees. 
Les molecules a tester proviennent de 
collections historiques engendrees par 
chimie medicinale traditionnelle ou 
resultent des nouvelles techniques de chi- 
mie combinatoire ou synthese parallele 
automatisee permettant de produire 
simultanement des centaines de produits. 

Optimisation des molecules 
detectees par le criblage 

Le criblage de ces dizaines ou centaines 
de milliers de molecules permet de 
detecter generalement des « touches » 
(hits), c’est-a-dire des molecules qui 
franchissent un seuil d’activite signifi- 
cative et fixe a T avance. De tels hits peu- 


vent devenir des « tetes de serie » (leads) 
si l’activite est suffisamment importante 
et correspond a l’effet recherche (ago- 
nisme ou antagonisme d’un recepteur 
par exemple) et si cet effet est selectif 
(la molecule n’ affecte pas avec la meme 
puissance des recepteurs ou enzymes 
autres que la cible visee). 

Les leads ne sont generalement pas 
directement des candidats a develop- 
pement. 11s doivent etre transformes par 
les chimistes, avec l’assistance even- 
tuelle des ordinateurs, afin d’optimiser 
un certain nombre de leurs caracteris- 
tiques pour remplir les criteres neces- 
saires a un passage en developpement. 
De nombreuses proprietes pharmaco- 
logiques entrent en ligne de compte. 
La solubilite doit etre suffisante pour 
faire, si necessaire, des formes injec- 
tables ou pour assurer une dissolution 
adequate du produit dans le tractus 
digestif, prerequis necessaire pour une 
activite par voie orale. 

Le passage suffisant de la barriere 
digestive est requis pour F administra- 
tion orale. Le modele, in vitro, de pas- 
sage de molecules a travers une mono- 
couche de cellules humaines (Caco2) 
d’origine epitheliale intestinale est sou- 
vent employe, et cette technique est 
maintenant automatisee pour tester le 
plus precocement possible un grand 
nombre de molecules. 9 


La metabolisation doit etre adequate. 
II convient qu’une molecule ne soit ni 
trop ni trap peu degradee dans l’orga- 
nisme, pour eviter d’avoir soit une 
mauvaise biodisponibilite absolue et 
une trop faible duree d’ action, soit, a 
F inverse, une accumulation cellulaire 
qui pourrait etre source d’effets secon- 
daires. Des tests de metabolisme in 
vitro, sur microsomes hepatiques ou 
sur hepatocytes entiers de plusieurs 
especes dont l’homme, sont pratiques 
pour evaluer la susceptibilite de la 
molecule a la metabolisation, les 
enzymes impliquees et la nature des 
metabolites formes. On peut aussi 
apprecier si la molecule etudiee inhibe 
des enzymes oxydatives (cytochromes 
P450) responsables de la metabolisa- 
tion de medicaments couramment pres- 
ents, ce qui pourrait entrainer des inter- 
actions medicamenteuses nefastes. 
Toutes ces techniques ont ete aussi 
recemment automatisees. 9 
Les profits pharmacocinetique et phar- 
macodynamique chez l’ animal doivent 
etre adaptes aux indications cliniques 
envisagees chez l’homme. Cela reste 
la partie la plus lourde qui regroupe 
toutes les experimentations in vivo. Si 
les etudes de pharmacocinetique visant 
a preciser F absorption, la distribution, 
la metabolisation et Felimination 
(etudes ADME) d’une molecule chez 
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F animal ne presentent comme difficulte 
potentielle que la mise au point de 
methodes de dosage du produit inchange 
et de ses metabolites, les etudes phar- 
macodynamiques sont en general plus 
laborieuses. Pour toute molecule agis- 
sant in vitro sur une cible nouvelle il 
faut, en effet, mettre au point de nou- 
veaux modeles animaux afin de prou- 
ver que la molecule atteint bien cette 
cible in vivo et qu’elle produit des effets 
qui annoncent une possible activite the- 
rapeutique avec une voie d’ administra- 
tion et une duree d' action adaptees. 

La prevision d’ effets indesirables com- 
porte : la recherche d'un effet pro-ary th- 
mogene cardiaque a travers des etudes 
sur organes isoles (fibres de Purkinje 
de lapin, muscle papillaire de cobaye, 
par exemple) ou sur canaux ioniques 
recombines; 10 la recherche d’effets 
mutagenes ou clastogenes (fracture 
chromosomique) sur une batterie de 
tests in vitro. 

C’est sur la base de tels criteres (non 
exhaustifs), d’ etudes du marche et de 
la concurrence que les compagnies 
decident de mettre ou non un candi- 
dat medicament en developpement. 

Verification du concept 
chez I’homme 

Cette verification passe generalement 
par 2 etapes successives : d’abord admi- 
nister le medicament nouveau chez 
le sujet volontaire sain (phase I) ; 
ensuite verifier si le concept pharma- 
cologique permet de traiter la maladie 
envisagee chez 1’homme. Cette etape 
de recherche clinique exploratoire 
(proof of concept) est bien entendu la 
plus importante pour P avenir de la nou- 
velle molecule. 

Phase I 

Etape essentielle, elle permet de pre- 
ciser la dose maximale toleree chez 
Phomme (apres une dose unique, puis 
en doses repetees), puis de verifier si 
les proprietes pharmacocinetiques auto- 
risent ou non le traitement chez 
Phomme malade, et si divers marqueurs 
biologiques sont ou non modifies apres 
administration chez Phomme. 

Recherche clinique exploratoire 

Etape indispensable avant d’entre- 
prendre les etapes ulterieures du deve- 


loppement clinique, cela consiste sur 
un nombre relativement limite de 
patients, a verifier si Pindication envi- 
sagee est amelioree par la nouvelle 
molecule. 

Ces etudes necessitent une forte col- 
laboration entre le milieu hospitalo-uni- 
versitaire et le monde industriel afin, 
notamment, de bien determiner le ou 
les criteres devaluation. 

Ces 2 phases sont absolument cru- 
ciales, et le nombre de molecules qui 
les franchissent reste encore aujour- 
d’hui peu important. On estime en effet 
que seule la moitie des molecules qui 
peuvent etre testees en phase I arri- 
vera au stade de la recherche explora- 
toire et que, pendant cette phase, seule 
la moitie des molecules exprimera une 
efficacite permettant de continuer le 
developpement clinique. 

Ainsi, sur 5 000 molecules provenant 
de la recherche dite amont, une seule 
sera mise sur le marche. 

Une fois passees ces 2 etapes, la nou- 
velle molecule entre dans une phase de 
developpement plus classique, qui per- 
mettra : de determiner la dose optimale 
en therapeutique (phase lib) ; de com- 
parer le produit aux molecules de refe- 
rence afin de connaitre la position reelle 
que le produit pourra occuper dans F ar- 
senal therapeutique des medecins. 
L’ensemble de ces differentes phases, 
en y ajoutant la validation par les auto- 
rites reglementaires, est en moyenne de 
10 ans, a partir du choix effectue par 
la recherche amont (v. figure). 

Conclusion 

La conception de nouvelles entites 
moleculaires, pour repondre aux 
besoins des malades et des medecins 
a considerablement evolue au cours 
des 2 dernieres decennies. Cela s’ex- 
plique notamment par la necessite 
pour les industriels de travailler le 
plus vite possible afin de pouvoir 
maintenir un niveau eleve de com- 
petitivite. 

L’ apparition de nouvelles techniques 
de criblage moleculaire autorise les 
plus grands espoirs de trouver des pro- 
duits de plus en plus specifiques et 
innovants, permettant une efficacite 
dans des domaines pathologiques 
encore pauvres. ■ 


Summary 

Design and birth of drugs 

Jean-Pierre Maffrand.Jean-Pierre Lehner, Gerard Le Fur 

Today the design of new clinical entities uses 
highly sophisticated techniques. This design 
is a step by step procedure : first selection 
and validation of the therapeutic targets, 
where the contribution of genomics is very 
important; then, setting up the different 
screening tests. This step permits to detect 
the potentially active molecules, which will 
be optimised, before being tested in heal- 
thy volunteers and then in patients. 

Rev Prat 2002; 52 : 482-5 
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